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―A imaginação é mais importante que a ciência, porque a ciência é limitada, 
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Hidrocarbonetos Policíclicos Aromáticos (HPAs) são considerados poluentes orgânicos 
prioritários em estudos ambientais. São substâncias tóxicas, precursoras de efeitos mutagênicos e 
carcinogênicos, sendo o naftaleno um dos principais constituintes dos HPAs. O objetivo deste 
trabalho foi avaliar a toxicidade aguda do naftaleno, nas espécies de peixes Astyanax altiparanae 
e Geophagus brasiliensis. As concentrações de naftaleno diluídas em água foram: 0,005; 0,03; 
0,3 e 3 mg/L. Foram realizados os testes de micronúcleo písceo em eritrócitos, teste cometa para 
análise de dano em DNA em células de sangue, fígado e brânquia, atividade da enzima 
glutationa s-transferase no fígado e acumulação de naftaleno na bile. As duas espécies 
apresentaram semelhança quanto à suscetibilidade à exposição ao naftaleno. Pelo teste cometa 
verificou-se que o naftaleno, nas condições testadas, não é genotóxico. Porém a toxicidade deve 
ser considerada devido à indução da atividade da enzima hepática. A atividade da GST pode ter 
sido a responsável pelo menor dano ao fígado em comparação aos demais tecidos analisados.  
Em eritrócitos ocorreu o maior dano no DNA. Baixas concentrações de naftaleno presentes na 
água podem estimular benefícios aparentes (hormese), como menos danos ao DNA, sendo esta 
uma resposta compensatória a um desequilíbrio da homeostase. O naftaleno é absorvido por 
peixes quando presente no meio e este, bem como seus metabólitos, podem acumular-se na bile 
























Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs) are considered priority organic pollutants in 
environmental studies. These compounds are toxic, precursors of mutagenic and carcinogenic 
effects, and naphthalene is one of the major constituent of PAHs. The aim of this study was to 
assess the acute toxicity of naphthalene in two Neotropical fish species, Astyanax altiparanae 
and Geophagus brasiliensis. The tested concentration of naphthalene in water was: 0.005, 0.03, 
0.3 and 3 mg/L. The piscine micronucleus test in erythrocytes, comet assay in blood, liver and 
gill cells, glutathione s -transferase activity in the liver and accumulation of naphthalene in the 
bile were performed. The two species were similar in susceptibility to exposure to naphthalene. 
For the comet assay it was found that naphthalene under the conditions tested was not genotoxic. 
However, the toxicity must be considered due to liver enzyme induction activity. The GST 
activity may have been responsible for less damage in the liver. The highest DNA damage 
occurred in erythrocytes. Low concentrations of naphthalene in water can stimulate apparent 
benefits (hormesis), such as less DNA damage, which is a compensatory response to an 
imbalance of homeostasis. The naphthalene is absorbed by fish when in the water and this, as 
well as their metabolites, can accumulate in bile of exposed fish.  A greater accumulation of 
PAH was observed in A. altiparanae. 
 
 



















1 INTRODUÇÃO GERAL 
  
Muitos ambientes aquáticos como rios, córregos, lagos e reservatórios são expostos 
constantemente às variadas classes de substâncias químicas. Tais compostos provem de origem 
natural ou, mais comumente, ingressam no ambiente como resultado de atividades antrópicas. 
Como consequência, esses ambientes podem perder suas características naturais e sua 
diversidade biológica. O resultado dessas alterações pode ser representado por uma queda 
acentuada da biodiversidade aquática, em função da desestruturação do ambiente, alterações na 
dinâmica e composição das comunidades biológicas (GOULART; CALLISTO, 2003). Os 
compostos que não fazem naturalmente parte de um dado ambiente, sendo estranhos a este, são 
chamados de xenobióticos (LIVINGSTONE, 1998). Seu estudo, especialmente quando 
associado à água é importante por ser fonte direta para a exposição humana. Além disso, os 
poluentes podem se acumular nos sedimentos e na cadeia trófica (CAVALCANTI, 2003). O 
caráter especial do ambiente aquático deve-se em função deste ser o principal receptáculo de 
contaminantes, seja por meio de lançamento direto, por descargas de efluentes, emissões aéreas 
ou depósitos em solo próximo (GHERARDI-GOLDSTEIN et al., 1990; TUCCI, 2008). 
Dentre as diversas substâncias químicas existentes, apenas parte destas tem o seu efeito 
tóxico claramente elucidado. A toxicologia é a ciência responsável por estudar os efeitos nocivos 
causados por compostos químicos sobre os organismos vivos (LANGMAN; KAPUR, 2006). 
Seus principais objetivos são identificar os riscos associados a uma determinada substância e 
determinar em quais condições de exposição esses riscos são induzidos (COSTA et al., 2008; 
BURATINI; BRANDELLI, 2006). Tendo em vista que o padrão de efeito de qualquer composto 
depende de diversos fatores, como as condições físicas do ambiente, além da biodisponibilidade, 
da taxa de assimilação, metabolização e eliminação (HERRICKS, 2002). 
A ecotoxicologia é uma área especializada da toxicologia ambiental que tem seu enfoque 
nos efeitos ocasionados por agentes químicos e físicos sobre a dinâmica de populações e 
comunidades integrantes de ecossistemas definidos (COSTA et al., 2008). Por sua vez, a 
ecotoxicologia aquática envolve o transporte, a distribuição, a transformação e o destino final 
dos contaminantes nos ambientes aquáticos, bem como os possíveis efeitos danosos aos 
organismos expostos (SILVA; SANTOS, 2007).   
Entretanto, no que tange a qualidade da água, os parâmetros legais geralmente observados 
durante as análises possuem um enfoque voltado, habitualmente, apenas ao consumo humano, 
estabelecendo valores que demonstram os níveis de potabilidade, independente da manutenção 




condição de um ambiente, sendo necessários indicadores biológicos, como peixes, para a 
obtenção de melhores resultados (VIEIRA; SHIBATTA, 2007). 
 
1.1 HIDROCARBONETOS POLICÍCLICOS AROMÁTICOS (HPAs) 
 
Os Hidrocarbonetos Policíclicos Aromáticos (HPAs) são compostos químicos 
constituídos unicamente de átomos de carbono e hidrogênio, arranjados em dois ou mais aneis de 
benzeno ligados de forma linear ou aglomerada (POTIN; RAFIN; VEIGNIE, 2004). São 
considerados poluentes orgânicos prioritários em estudos ambientais (BRUSICK et al., 2008). 
Alguns compostos dessa classe apresentam elevado potencial de toxicidade, podem ser 
precursores de efeitos mutagênicos e carcinogênicos, além de apresentarem alta persistência 
ambiental (IARC, 2002; MEIRE; AZEREDO; TORRES, 2007) e facilidade de detecção em 
amostras de ambientes aquáticos (POLAKIEWICZ, 2008). 
Devido à possibilidade de fusão de um número variável de aneis e em diversas posições 
que podem se ligar, há atualmente mais de 100 HPAs reconhecidos pela International Union of 
Pure Applied Chemistry (IUPAC), porém somente 16 são prioritariamente considerados em 
função de sua importância industrial, ambiental e toxicológica (Figura 1) (POTIN; RAFIN; 
VEIGNIE, 2004; MEIRE; AZEREDO; TORRES, 2007). 
 
 
Figura 1: Representação da estrutura química dos 16 principais HPAs 
considerados de maior importância em estudos ambientais de acordo com 
as agências de proteção ambiental. 






 A produção de HPAs ocorre naturalmente ou por processos industriais. Fontes naturais 
incluem incêndios florestais, escoamento de petróleo, vulcões e produção por organismos vivos 
(DUNBAR et al., 2001). Entretanto, são as fontes antropogênicas que predominam na entrada 
desses compostos na natureza. As maiores emissões são oriundas da exaustão de motores 
movidos a combustíveis fósseis em geral; além de processos industriais ligados à produção de 
aço e alumínio, plástico, borrachas sintéticas, fibras, fertilizantes, a partir de derramamentos de 
petróleo, descargas dos navios, da exaustão de incineradores de rejeito e efluentes industriais 
(WRIGHT; WELBOURN, 2002). Estes compostos podem ser distribuídos nos mais variados 
compartimentos ambientais como ambiente aquático, solo e atmosfera. No solo, especificamente, 
os HPAs encontram-se geralmente adsorvidos no material constituinte e ficam retidos nas 
camadas superiores (NETTO et al., 2000). Em contrapartida a degradação ambiental de HPAs 
pode se dar por processos físico-químicos, como, por exemplo, degradação por foto-oxidação, ou 
pela ação biológica de microrganismos (HWANG; CUTRIGHT, 2002).  
Em razão dos processos de produção e liberação dos HPAs, os maiores níveis destes são 
observados geralmente nos grandes centros urbanos e industriais. No Brasil, por exemplo, isso 
acontece principalmente nos estados do Rio de Janeiro e São Paulo conforme constatado nos 
trabalhos de Bícego et al. (2006) e de Menicon et al. (2002). 
O peso molecular dos HPAs está proporcionalmente relacionado com o número de aneis 
aromáticos presentes em sua constituição. Assim como acontece com a volatilidade dessa classe 
de substâncias, compostos com menores pesos moleculares apresentam elevada pressão de vapor 
(são mais voláteis) e consequentemente ampla dispersão ambiental, como é o caso do naftaleno 
(Tabela 1). Já compostos de maior peso molecular e maior número de aneis apresentam 
degradação lenta e maior poder recalcitrante, ou seja, são mais persistentes (NETTO et al., 2000; 




O naftaleno é um dos compostos mais intensivamente estudados dentre os HPAs devido à 
sua alta toxicidade, baixa sensibilidade à foto-oxidação e baixo peso molecular (VIJAYAVEL et 
al., 2004). Apresenta-se como um hidrocarboneto aromático bicíclico (Figura 1), sendo derivado 
do alcatrão ou a partir de óleo cru (PUBLIC HEALTH SERVICE, 2010; BISCHOFF, 2004). É 
considerado pouco solúvel em água e altamente volátil (MEIRE; AZEVEDO; TORRES, 2007). 
Acredita-se que o naftaleno esteja entre os principais responsáveis pela toxicidade aguda do óleo 




componente, perfazendo 65% da constituição de HPAs totais (TRUSCOTT; IDLER; 
FLETCHERET, 1992).  
 
Tabela 1: Propriedades físico-químicas dos HPAs. Número de aneis aromáticos; PM, peso 
molecular (g.mol
-1
); S, solubilidade (mg.L
-1
); PV, pressão de vapor (Pa-Pascal); H, 




); Log K, coeficiente de partição (octanol/água). 
 
Fonte: MEIRE; AZEREDO; TORRES, 2007. NETTO et al., 2000 
 
O naftaleno tem sido utilizado, principalmente nos Estados Unidos, para produção de 
plástico, corante, resinas, lubrificantes, combustíveis, e como pesticida, principalmente no 
controle de traças em áreas de estocagem (IARC, 2002). É um poluente onipresente introduzido 
no ambiente aquático principalmente através de processos de produção e destilação de produtos 
do carvão, bem como subprodutos de petróleo e por derramamentos deste (PACHECO; 
SANTOS, 2001).  
Organismos aquáticos, especialmente peixes, podem absorver contaminantes orgânicos 
lipofílicos, tais como o naftaleno, do ambiente. A exposição é capaz de induzir uma variedade de 
respostas tanto em nível celular como sistêmico em peixes teleósteos (NAVAS; SEGNER, 2000; 
TELES; PACHECO; SANTOS, 2003). Após a exposição, o naftaleno é metabolicamente ativado 
pelo corpo, onde diferentes tecidos irão produzir metabólitos característicos levando a uma 
toxicidade sítio-específica (BOGEN et al., 2008). 
O impacto do naftaleno em humanos e outros mamíferos tem sido objeto de pesquisas. 
Entretanto, um número limitado de estudos vem sendo conduzidos para avaliar a toxicidade do 
naftaleno em espécies aquáticas, sobretudo peixes. Não obstante, considerando estudos em 
outras espécies que não peixes, o potencial genotóxico do naftaleno parece ser de difícil 




1.2 PEIXES COMO BIOINDICADORES 
 
Peixes são excelentes instrumentos para estudos do potencial mutagênico ou 
carcinogênico de contaminantes presentes na água, devido ao fato de serem capazes de 
metabolizar, concentrar e acumular poluentes (LINS et al., 2010). Em função dos peixes 
frequentemente responderem a xenobióticos de forma similar a outros vertebrados, eles podem 
ser usados para identificação de compostos químicos que são potencialmente teratogênicos e 
carcinogênicos em humanos. Um modelo de estudo usando peixes tem como principal aplicação 
a determinação da distribuição e efeitos de contaminantes químicos na ambiente aquático, sendo 
que este reflete a real situação do ambiente (LINS et al., 2010). Sobretudo, é um grande e diverso 
grupo de vertebrados, os quais atuam em diversos níveis da cadeia trófica, requerem grande 
volume de água para respiração intensificando sua exposição via hídrica aos contaminantes 
presentes no ambiente aquático (AL-SABTI, 1991). 
Um indicador biológico ideal em estudos de toxicologia deve ser taxonomicamente bem 
definido, apresentar distribuição geográfica ampla, ser abundante e de fácil coleta, ter baixa 
variabilidade genética e ecológica, preferencialmente possuir tamanho grande, apresentar baixa 
mobilidade e longo ciclo de vida, dispor de características ecológicas bem conhecidas e ser de 
fácil manejo em laboratório (AL-SABTI, 1991). 
A espécie Astyanax altiparanae pertence à família Characidae, é conhecido popularmente 
como lambari ou lambari-do-rabo-amarelo, está enquadrado em um gênero conhecido por não 
realizar migração, possuir papel central na cadeia trófica e tolerância relativamente elevada à 
poluição (SCHULZ; MARTINS-JÚNIOR, 2001), além de apresentar ampla distribuição em rios 
e córregos das bacias brasileiras. São peixes de pequeno porte, atingem em média 10 cm de 
comprimento padrão e apresentam grande flexibilidade alimentar, ingerindo principalmente 
insetos e sementes (BENNEMANN; SHIBATTA, 2002), servindo também como importante 
fonte alimentar para peixes carnívoros (PRIOLI et al., 2002). Apresentam o corpo prateado, com 
a região ventral esbranquiçada e dorsal cinzenta, as nadadeiras caudal, anal e pélvicas são 
amareladas enquanto as demais são hialinas ou levemente amareladas. Na caudal, ainda, há uma 
faixa mediana negra estendida à extremidade dos raios medianos, separando o lobo superior do 
inferior. Acima da pupila, há uma mancha amarelo-ferrugem (Figura 2) (GARUTTI; BRITSKI, 
2000). Devido à ocorrência desta espécie em uma grande diversidade de microambientes, as 
populações desse lambari não são homogêneas quanto à morfologia. Essa espécie apresenta 
grande capacidade adaptativa exploratória, utilizando estratégias diferenciadas na estrutura da 







Figura 2: Exemplar de Astyanax altiparanae 
Fonte: o autor, 2013 
 
A espécie Geophagus brasiliensis (Acará) (Figura 3), pertence à família Cichlidae, sendo 
muito comum em lagos e reservatórios da região central e sul do Brasil (SCHWANTES; 
BARTLETI; SCHWANTES, 1991). É um habitante natural de ambientes lênticos, como lagos, 
lagoas, reservatórios (ASSUMPÇÃO et al., 2005), lagoas de planície de inundação 
(MESCHIATTI, 1995) e também ambientes lóticos como riachos ( AGOSTINHO, 1999) e rios 
(UIEDA,1995). São peixes muito versáteis, territorialistas e resistentes (FATTORI et al., 1997 
apud ABILHOA; SILVA, 2003). Quanto à alimentação, possuem hábitos muito diversificados, 
como vegetais, material depositado no fundo, peixes, gastrópodos, larvas de insetos, 
microcrustáceos cladocera, escamas de peixes e alevinos, caracterizando uma dieta onívora 




Figura 3: Exemplar de Geophagus brasiliensis 














Os biomarcadores podem ser definidos, de maneira geral, como respostas biológicas aos 
poluentes ambientais que podem ser mensurados indicando a presença, os efeitos e, em alguns 
casos, o grau de contaminação ambiental. Uma questão que pode ser respondida por 
biomarcadores é se há contaminação ambiental em grau suficiente para causar efeitos 
fisiológicos. Neste caso, investigações adicionais podem ser justificadas para determinar a 
natureza e o grau de contaminação. Por esta razão, biomarcadores devem ser considerados como 
indicadores precoces de contaminação (AMORIN, 2003).  
 
1.3.1 Biomarcadores de genotoxicidade 
 
1.3.1.1 Teste de Micronúcleo 
 
O Teste de Micronúcleo (TMN) foi inicialmente desenvolvido em eritrócitos da medula 
óssea de camundongos por Schmid (1975). Este é o ensaio in vivo mais utilizado para a detecção 
de agentes clastogênicos (que quebram cromossomos) e aneugênicos (que induzem aneuploidia 
ou segregação cromossômica anormal). Os cromossomos ou fragmentos que resultam de quebras 
podem não ser incorporados ao núcleo principal das células filhas após a mitose, então uma 
membrana nuclear se formará em volta do fragmento, o qual será visível como um pequeno 
núcleo separado do núcleo principal da célula (RIBEIRO, 2003).  
O TMN tem sido usado com sucesso como um ensaio de mutagenicidade devido ao fato 
de ser simples, confiável, sensível e independente de características cariotípicas (AL-SABTI; 
METCALFE, 1995). O ensaio pode ser usado também, por exemplo, para avaliar o risco dos 
trabalhadores expostos a diferentes tipos de substâncias perigosas, além de ser aplicado nas mais 
diferentes espécies de peixes, anfíbios, camundongos e até mesmo invertebrados (RODRIGUEZ; 
AYLLON; GARCIA-VAZQUEZ, 2003). O método que utiliza especificamente eritrócitos de 
peixes é rápido e pode ser feito sem causar nenhum sofrimento ao animal. Por essas razões, o 
teste em peixes, chamado teste de micronúcleo písceo (MNP), é um ensaio adequado para 
investigação da mutagenicidade ambiental (AL-SABTI; METCALFE, 1995).  
Durante as análises, observa-se, concomitantemente, anormalidades morfológicas 
nucleares (AMN) que foram inicialmente descritas e propostas por Carrasco et al. (1990). Porém, 
a formação das AMN não é claramente compreendida e não existe um consenso sobre o tipo de 




micronúcleo, isto é, resultado da ação de um agente mutagênico (RIVERO, 2007; VILCHES, 
2009). As principais anormalidades morfológicas (ANEXO 1) foram classificadas em blebbed, 
lobed, notched e vacuoleted (CARRASCO et al., 1990). Sugere-se que essas malformações 
devam ser levadas em consideração durante a contagem convencional de micronúcleos, pois 
podem estar relacionadas aos processos de citotoxicidade, ação sobre divisão celular e 
genotoxicidade ou mutagenicidade. Em peixes, algumas anomalias nucleares são registradas 
após a exposição à substâncias químicas ou poluentes da água (RIVERO, 2007).  
 
1.3.1.2 Ensaio Cometa 
 
O ensaio cometa, também conhecido como Single cell gel eletrophoresis, é uma técnica 
capaz de detectar danos precoces ao DNA em células individualizadas dos mais diversos tecidos, 
estando ou não em divisão. Tal análise dá-se por meio da medição da migração do DNA dos 
nucleoides em gel de agarose, sob condições alcalinas, após corrida eletroforética, conforme 
método proposto por Singh et al. (1988). O nome do ensaio refere-se à formação de uma longa 
cauda com os fragmentos de DNA deixados após a passagem da corrente elétrica, sendo similar 
a um cometa (ANEXO 2).  
O princípio da técnica se baseia no fato de que o DNA da célula que não possuir dano 
migrará em conjunto, compondo um círculo uniforme. No entanto, caso ocorra maiores danos ao 
DNA, especialmente quebras, serão formados fragmentos de diversos tamanhos, sendo que os 
fragmentos menores tendem a migrar mais rapidamente do que os maiores, e as diferenças 
geradas devido à velocidade diferenciada de migração formam a típica figura quando corados 
com brometo de etídio e analisados por meio de microscópio de epifluorescência (FRENZILLI; 
NIGRO; LYONS, 2009). Comparado com outros ensaios de genotoxicidade, as vantagens desta 
técnica incluem: sensibilidade na detecção de baixos níveis de dano ao DNA, necessidade de um 
pequeno número de células por amostra, aplicação em diferentes tipos celulares e tecidos, baixo 
custo, fácil aplicabilidade e relativo curto período de tempo para completar o experimento 











1.3.2 Biomarcador bioquímico 
 
1.3.2.1 Glutationa S-Transferase (GST) 
 
Além das funções intracelulares, um papel crítico da GST é a defesa contra dano 
oxidativo e produtos peroxidativos do DNA e lipídios. A suscetibilidade de diferentes espécies 
de peixes a carcinogênicos químicos pode ser modulada pela atividade de GST. Esta enzima é 
principalmente localizada na fração citosólica dos hepatócitos, no fígado. Um acréscimo na 
atividade hepática tem sido descrita em vários estudos após exposição de peixes a 
hidrocarbonetos aromáticos policíclicos, bifenilas policlorados e dibenzodioxinas policlorados 
(VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).  As enzimas de fase II tem um importante 
papel na homeostase, detoxificação e eliminação de diversas substâncias exógenas e os níveis de 
cofatores desta fase podem ser afetados após exposição a poluentes ambientais (RIOL et al., 
2000). Estes tipos de enzimas podem ser utilizadas como biomarcadores tanto de exposição 
como de efeito, por serem alteradas por vários xenobióticos. 
Ligando-se covalentemente a compostos eletrofílicos, essas transferases reduzem a 
probabilidade desses compostos se ligarem a outras moléculas, como o DNA. Esta representa 
uma importante ferramenta para a detoxificação de xenobióticos, portanto tem sido sugerida 
como um biomarcador de exposição ambiental a poluentes (HUBER; ALMEIDA, 2008; VAN 





















2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Avaliar a toxicidade aguda do naftaleno através de marcadores genéticos e bioquímicos, 
em duas espécies nativas de peixes, Astyanax altiparanae e Geophagus brasiliensis.  
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Comparar a toxicidade aguda de diferentes concentrações do naftaleno em duas espécies 
de peixes (Astyanax altiparanae e Geophagus brasiliensis), através de biomarcadores 
genéticos (teste de micronúcleo písceo e ensaio cometa) e bioquímico (atividade de 
enzima hepática); 
 Comparar se há danos tecido-específicoS por meio da análise do DNA de células do 
sangue, do tecido hepático e branquial; 
 Comparar a sensibilidade de resposta frente ao naftaleno nas duas espécies analisadas; 


















































Hidrocarbonetos Policíclicos Aromáticos (HPAs) são considerados poluentes orgânicos 
prioritários em estudos ambientais (BRUSICK et al., 2008). Isso se deve ao fato de serem 
substâncias precursoras de efeitos mutagênicos e carcinogênicos, possuírem elevado potencial de 
toxicidade, alta persistência ambiental (MEIRE; AZEREDO; TORRES, 2007) e facilidade de 
detecção em amostras de ambientes aquáticos (POLAKIEWICZ, 2008). 
Os HPAs são constituídos de átomos de carbono e hidrogênio, formando aneis aromáticos 
que podem estar arranjados de forma linear ou aglomerados e em variável número. Dentre todos 
os HPAs existentes apenas 16 deles estão entre o grupo mais extensamente estudado, sendo 
considerados em função de sua importância industrial, ambiental e toxicológica (POTIN; 
RAFIN; VEIGNIE, 2004). O naftaleno, incluído neste seleto grupo, apresenta-se como um 
hidrocarboneto aromático bicíclico, obtido naturalmente do alcatrão ou a partir do óleo cru 
(PUBLIC HEALTH SERVICE, 2010; BISCHOFF, 2004).  
O naftaleno pode entrar em contato com organismos aquáticos causando uma variedade 
de respostas tanto em nível celular como sistêmico (NAVAS; SEGNER, 2000; TELES; 
PACHECO; SANTOS, 2003), podendo ser fonte de exposição indireta a humanos e outros 
animais, além de acumular-se no sedimento e pela cadeia trófica (MACKEY; HODGKINSON, 
1996). 
Os peixes são bons bioindicadores do potencial mutagênico e carcinogênico de 
contaminantes presentes na água, podendo metabolizar, concentrar e acumular poluentes (LINS 
et al., 2010). Sobretudo, os peixes formam um grande e diverso grupo de vertebrados, presentes 
em diversos níveis da cadeia trófica e requerem grande volume de água para respiração 
intensificando sua exposição, por via hídrica, aos contaminantes presentes no ambiente aquático 
(AL-SABTI, 1991). 
Os objetivos deste trabalho foram avaliar a toxicidade aguda do naftaleno e comparar as 
respostas entre Astyanax altiparanae e Geophagus brasiliensis através de biomarcadores 




Foram utilizados 135 peixes da espécie Astyanax altiparanae e 105 peixes da espécie 
Geophagus brasiliensis de ambos os sexos, saudáveis e em fase juvenil. Os exemplares foram 
obtidos em piscicultura comercial e aclimatados em tanques de 2.000 litros, sob temperatura 




transferidos para aquários de 20 litros e mantidos sob temperatura (±25ºC) e aeração constante, 
fotoperíodo 12/12 horas claro/escuro, onde ocorreu a contaminação com o naftaleno (CAS n. 91-
20-3). Cada grupo amostral consistiu em 15 indivíduos de G. brasiliensis e 20 de A. altiparanae, 
expostos às concentrações de naftaleno de 0,005 (MELANCON; LECH, 1978); 0,03; 0,3 e 3 
mg/L; dois controles negativos, um mantido apenas em água e outro com etanol, em função deste 
ter sido usado como solvente na diluição do naftaleno. Para cada concentração de naftaleno foi 
feita uma solução uso diferente, para que o volume inserido no aquário fosse sempre o mesmo, 
compatível com o respectivo controle. O tempo de exposição foi de 96 horas, em sistema semi-
estático, com renovação diária de dois terços da água e do contaminante. Outro grupo de 15 A. 
altiparanae e 15 G. brasiliensis (controle positivo) receberam injeção intraperitoneal de metil-
metano sulfonado (MMS) um dia antes do sacrifício, na concentração de 5 mg/kg. Decorrido o 
tempo de exposição os peixes foram anestesiados com benzocaína a 10% (GONTIJO et al., 
2003), foram tomadas as medidas morfológicas e então os peixes foram sacrificados para 
retirada de amostras de sangue, fígado, brânquias e vesícula biliar. Os procedimentos 
experimentais realizados neste trabalho estão de acordo com os princípios éticos estabelecidos 
para experimentação animal, e o trabalho foi aprovado pela comissão de ética no uso animal 
(CEUA) da Universidade Federal do Paraná sob o protocolo 724/2013. 
Os testes utilizados para análise de mutagenicidade e genotoxicidade foram teste de 
micronúcleo em eritrócitos, com metodologia baseada em Heddle (1973) e Schmid (1975), com 
coloração proposta por UEDA et al., (1992). Ensaio cometa em células do sangue, fígado e 
brânquias, metodologia de Singh e colaboradores, (1988) com modificações de Ferraro et al. 
(2004), Cestari et al. (2004) para eritrócitos e Ramsdorf et al. (2009) para tecidos. A mensuração 
dos níveis enzimáticos de GST no fígado foi realizada segundo KEEN; HABIG; JAKOBY, 
(1976) e a quantificação de HPAs na bile proposta por Hanson, Persson e Larsson (2009) com 
modificações do Laboratório de Toxicologia Celular- UFPR. 
Para análise estatística dos resultados primeiramente foi aplicado o teste de normalidade 
Kolmogorov-Smirnov. Tendo os dados apresentado distribuição anormal, aplicou-se o teste não-
paramétrico Kruskal-Wallis seguido do Student-Newman-Keuls, para comparar tratamentos entre 
si. Dados com distribuição normal utilizou-se ANOVA para comparar os grupos. Os pacotes 










Astyanax altiparanae (lambari) 
 
O peso médio dos indivíduos utilizados no estudo foi de 5,60 gramas e o comprimento 
médio de 7,73 centímetros. Foram observadas alterações de comportamento, principalmente a 
diminuição da mobilidade e exploração do aquário pelos peixes expostos às duas maiores 
concentrações de naftaleno (0,3 e 3 mg/L). 
Quanto ao MNP e AMN em eritrócitos de A. altiparanae a estatística não mostrou 
diferença entre os grupos em relação ao controle em nenhuma das concentrações testadas. Porém 
ficou evidente que a AMN mais comumente encontrada em lambari foi notched (Tabela 2).  
 
Tabela 2: Frequência (‰) de diferentes alterações morfológicas encontradas em eritrócitos de A. altiparanae expostos 
ao naftaleno (mg/L) e respectivos controles. Os valores estão expressos em mediana e quartis (25%;75%). (*) diferença 
estatística com o controle negativo, considerando p<0,05 como significativo. 
Aaaaaaaa                 MN Notched Lobed Blebbed Vacuolated Total 
CN 0 0 (0;0,875) 0 0 0 0,5 (0;1) 
CN+Et 0 0 (0;1,375) 0 0,25 (0;0,5) 0 0,75 (0,125;1,875) 
Naf. 0,005 0 0 (0;0,75) 0 0 (0;0,25) 0 0,5 (0;1) 
Naf. 0,03 0 0 (0;0,5) 0 0 0 0 (0;0,5) 
Naf. 0,3 0 0 (0;1) 0 0 0 0 (0;1,25) 
Naf 3 0 0 (0;0,5) 0 0 (0;0,5) 0 0,5 (0,25;1,25) 
MMS 0 0 (0;0,5) 0 0 0 0,25 (0;05) 
 
Os resultados quanto à genotoxicidade do naftaleno obtidos pelo ensaio cometa em 
células de A. altiparanae, em escore, estão representados a seguir. Para esta espécie a 
genotoxicidade foi avaliada pelo ensaio cometa em eritrócitos e células do fígado. Na figura 4 
estão representados os danos encontrados em eritrócitos. Há diferença entre os contaminados 
0,005 e 0,03 mg/L em relação ao CN, e 0,03 em relação ao CN+Et. Sendo que existe uma 
tendência a significância entre os grupos CN e 0,3 mg/L e CN+Et e 0,005 mg/L de naftaleno. Os 







Figura 4: Escores obtidos no ensaio cometa de sangue de A. altiparanae em diferentes grupos, controle e expostos 




 Os escores obtidos pela análise de células do fígado de lambari não apresentaram 
diferença entre nenhum dos grupos testados, tanto entre os grupos expostos ao naftaleno, como 
em relação aos controles negativos (Figura 5). 
 
 
Figura 5: Escores obtidos no ensaio cometa de fígado de A. altiparanae em diferentes grupos, controle e expostos ao 
naftaleno (mg/L). Letras diferentes indicam diferença estatística entre os grupos. Considerando p<0,05 como 
significativo. 
 
 A acumulação de compostos com dois aneis de benzeno na bile, seja naftaleno ou 




diferença significativa em relação ao CN+Et quanto a acumulação, e a menor concentração, 
0,005 mg/L, apresentou tendência a ser significativa (Figura 6). Para a análise, foram feitos pools 
de biles de animais do mesmo grupo. O CN está apenas representado na figura, porém não foi 
utilizado na comparação por ter um baixo poder estatístico, decorrente de um número amostral 
reduzido 
 
Figura 6: Concentração de compostos com dois aneis aromáticos presentes na bile de A. altiparanae expostos a 
diferentes concentrações de naftaleno (mg/L). As barras expressam a média±desvio padrão. Letras diferentes 
indicam diferença estatística com o controle negativo+etanol (CN+Et); Considerando p<0,05 como significativo. (*) 
grupo apenas representado na figura, não obteve poder estatístico para ser incluído na análise. 
 
 A atividade da GST, mensurada por meio da análise bioquímica a partir do tecido 
hepático, mostrou a atividade de GST significativamente elevada com relação ao etanol presente 
na água, o mesmo acontecendo com todas as concentrações de naftaleno em relação ao CN para 
os lambaris. Quando comparados os grupos expostos ao NAF em relação ao CN+Et apenas a 
mais elevada das concentrações, 3 mg/L, foi diferente, indicando que o naftaleno, especialmente 
numa maior concentração, tem capacidade de aumentar a ativação desta enzima (Figura 7). Em 
uma comparação entre os grupos, pode-se perceber um aumento da atividade da GST do grupo 
exposto a 3 mg/L de NAF em relação aos grupos 0,005 e 0,3, assim como uma tendência de 







Figura 7: Atividade da glutationa S-transferase de A. altiparanae expostos a diferentes concentrações de naftaleno 
(mg/L). As barras expressam a média±desvio padrão. Letras diferentes indicam diferença estatística entre os grupos. 
Considerando p<0,05 como significativo.  
 
Geophagus brasiliensis (acará) 
 
O peso médio dos indivíduos utilizados no estudo foi de 3,48 gramas e o comprimento 
médio de 6,42 centímetros. Durante o experimento, foi observado que os acarás apresentaram 
alteração de comportamento, caracterizado principalmente pela redução da mobilidade e 
exploração, especialmente nos aquários onde os peixes foram expostos às duas maiores 
concentrações de naftaleno (0,3 e 3 mg/L). Quanto à análise dos dados obtidos pelo TMN e 
AMN em eritrócitos de G.brasiliensis, a análise estatística não mostrou diferença entre os grupos 
em relação ao controle em nenhuma das concentrações testadas. Foi observado que notched 
esteve entre a AMN mais frequentemente encontrada em acará. A tabela 3 apresenta os valores 
médios para todos os tipos de alteração nesta espécie. 
 
Tabela 3: Frequência (‰) de diferentes alterações morfológicas encontradas em eritrócitos de G. brasiliensis expostos 
ao naftaleno (mg/L) e respectivos controles. Os valores estão expressos em mediana e quartis (25%;75%). (*) diferença 
estatística com o controle negativo, considerando p<0,05 como significativo. 
Trat./Alter. MN Notched Lobed Blebbed Vacuolated Total 
CN 0 3 (1;4) 0 (0;2) 0 (0;1) 0 4 (2;7) 
CN+Et 0 (0;05) 3 (2;4,5) 0 (0;1) 0 (0;2,5) 0 4 (3;7) 
Naf. 0,005 0 3 (2;8) 0 1 (0;1) 0 6 (2;9) 
Naf. 0,03 0 3 (1;4) 0 (0;1) 0 (0;1) 0 4 (2;6) 
Naf. 0,3 0 4 (3;7) 0 (0;1) 0 0 4 (3;7) 
Naf 3 0 6 (5;8) 0 (0;1) 0 (0;1) 0 8 (6;10) 





Os resultados referentes à genotoxicidade do naftaleno estão representados a seguir, em 
escores, e foram obtidos pelo ensaio cometa em células de G. brasiliensis. Na figura 8 estão 
representados os danos encontrados em eritrócitos. Nesta espécie o CN+Et teve um escore 
bastante elevado, sendo diferente da maioria dos todos grupos expostos ao naftaleno. Em relação 
ao CN a diferença foi significativa apenas em relação aos grupos: 0,005; 0,3 e 3 mg/L de NAF. 
Em geral, os escores dos grupos contaminados com naftaleno foram menores que os respectivos 
controles negativos. Como mostra a figura 8, os danos ao DNA visualizados nos grupos expostos 
ao NAF são menores que nos controles negativos. 
 
 
Figura 8: Escores obtidos no ensaio cometa de sangue de G. brasiliensis em diferentes grupos, controle e expostos 




Os escores obtidos pela análise de células do fígado de acará não apresentaram diferença 
entre nenhum dos grupos testados, tanto entre os grupos expostos ao naftaleno, como em relação 
aos controles negativos (Figura 9). 
As informações referentes à genotoxicidade do naftaleno em células da brânquia de G. 
brasiliensis (Figura 10) apontam para um menor dano ao DNA para todos os grupos expostos ao 
NAF em relação ao CN+Et, enquanto apenas o grupo 0,005 de NAF foi diferente do CN. Entre 
os grupos tratados com diferentes concentrações de naftaleno a estatística não mostrou diferença, 






Figura 9: Escores obtidos no ensaio cometa de fígado de G.brasiliensis em diferentes grupos, controle e expostos ao 





Figura 10: Escores obtidos no ensaio cometa de brânquia de G. brasiliensis em diferentes grupos, controle e 
expostos ao naftaleno (mg/L). Letras diferentes indicam diferença estatística entre os grupos. Considerando p<0,05 
como significativo.  
 
 
A presença de compostos com dois aneis de benzeno na bile de acarás foi investigada, a 
fim de verificar a acumulação de naftaleno ou metabolitos deste (Figura 11). Os dados sugerem a 






Figura 11: Concentração de compostos com dois aneis aromáticos presentes na bile de G. brasiliensis expostos a 
diferentes concentrações de naftaleno (mg/L). As barras expressam a média±desvio padrão. (*) diferença estatística 
com o controle negativo+etanol (CN+Et). Considerando p<0,05 como significativo. 
 
 
A análise bioquímica a partir do fígado, por meio da avaliação da atividade da GST, 
demonstrou que em acará todas as concentrações de naftaleno testadas apresentaram diferença 
em relação ao CN. Já em comparação com o CN+Et a estatística mostrou diferenças entre 0,005 
e 0,3 mg/L de NAF, além do grupo NAF 3,0 mg/L que apresentou tendência a ser diferente. 
Também nesta espécie o etanol sozinho contido na água foi capaz de elevar a atividade da GST 
(Figura 12).  
 
 
Figura 12: Atividade da glutationa S-transferase de G. brasiliensis expostos a diferentes concentrações de naftaleno 
(mg/L). As barras expressam a média±desvio padrão. Letras diferentes indicam diferença estatística entre os grupos.  







A globalização e os processos industriais relacionados a esta provocam intensos impactos 
no ambiente. No ambiente aquático, em especial, o aumento da poluição por hidrocarbonetos 
aromáticos tem sido relevante desde o início da exploração do petróleo. Ecossistemas aquáticos 
geralmente são os principais receptores de resíduos industriais e urbanos, assim o estudo dos 
efeitos de poluentes nestes locais é de grande interesse. Principalmente pelo fato de estar 
relacionado com a exposição humana direta, seja pelo consumo de água ou organismos 
contaminados. Além disso, o ambiente aquático apresenta ampla biodiversidade e existem muitas 
populações de organismos, como peixes, que podem ser afetadas negativamente em decorrência 
de substâncias xenobióticas lançadas nesses habitats. 
O naftaleno é o principal HPA presente em óleo cru, petróleo e seus derivados, e devido à 
sua ampla dispersão torna-se um dos mais importantes em estudos dessa natureza. No 
experimento deste trabalho optou-se por testar baixas concentrações de naftaleno, menores que 
às presentes em ambientes com histórico ou que apresentam contaminação. Alguns trabalhos 
relatam que, em geral, as populações dos peixes podem ser expostas no ecossistema aquático à 
uma concentração total do HPA variando de 50 a 410 mg/L (KAYAL; CONNEL, 1989; SMITH; 
BAGG; WRIGLEY, 1991). Desta forma, o estudo torna-se mais realista em relação ao ambiente 
natural, tendo em vista que a proporção de naftaleno presente no meio pode variar muito. O 
naftaleno é pouco estável e as características do ambiente como o volume do corpo d’água, sua 
movimentação, temperatura, entre outras, geralmente tendem a diminuir ainda mais a quantidade 
de naftaleno biodisponível. Por isso foram escolhidas quatro diferentes concentrações, para 
ampliar a gama de representação de possíveis situações de contaminação ambiental. 
 Foram selecionados variados tipos de biomarcadores (genéticos, bioquímicos e de 
bioacumulação) para uma abrangente investigação dos potenciais efeitos do naftaleno nos peixes 
estudados. O teste de micronúcleo (TMN) é um dos ensaios mais utilizados para detecção de 
mutagenicidade pela ocorrência de quebras e perdas cromossômicas. Neste trabalho não foram 
observadas diferenças na contagem de MN, bem como de AMN entre os grupos tratados e 
controles (Tabelas 2 e 3), principalmente, porque apenas células em divisão celular podem 
potencialmente apresentar MN (FENECH, 2000), e peixes em geral apresentam baixo índice 
hematopoiético e seus eritrócitos podem permanecer em circulação por tempos que variam de 60 
a 160 dias dependendo da espécie utilizada nos bioensaios (TAVARES-DIAS; MORAES, 2004). 




tenham sido produzidos durante o período experimental, justificando as poucas anormalidades e 
ausência de MN encontradas.  
 Esta sugestão é corroborada por diversos estudos, nos quais a exposição dos peixes foi 
aguda e os pesquisadores não encontraram aumento relevante na frequência de MN nos grupos 
expostos aos xenobióticos. Como por exemplo, experimentos realizados por Disner, Rocha e 
Miranda (2011) com A. altiparanae expostos ao Roundup
®
, e de Ghisi et al. (2013), utilizando 
Corydoras paleatus também expostos ao Roundup
®
,não encontrou diferenças significativas entre 
os grupos controle e expostos. Winter, Ellis e Hutchinson (2007), com Pimephales prometas 
expostos a ciclofosfamida e Bücker, Carvalho e Alves-Gomes (2006) avaliando benzeno em 
peixes elétricos, Eingenmannia virescens, também não observaram indução de MN. Desse modo, 
o MNP deve ser prioritariamente utilizado para estudos de exposição sub-crônica ou crônica. 
Os resultados obtidos para genotoxicidade, através do ensaio cometa, apontam para a 
ausência de efeito genotóxico de todas as concentrações do naftaleno sobre o material genético 
das duas espécies de peixes utilizadas no presente trabalho. Como verificado através das análises 
estatísticas, os grupos expostos às variadas concentrações do naftaleno não apresentaram 
diferença em relação aos controles que permitisse a comprovação do efeito genotóxico. 
Informações semelhantes ao presente trabalho podem ser encontradas na literatura no que diz 
respeito à resposta tóxica do naftaleno. Como sugere Scheiner (2003), a fragmentação do DNA e 
quebra de cromossomos são consistentes com mecanismos indiretos relacionados à resposta ao 
contaminante, e este tipo de resposta pode levar mais tempo para ser visualizada.  No presente 
trabalho, a ausência de efeito pronunciado em razão da exposição ao xenobiótico se deve, 
inicialmente, às baixas concentrações testadas. No entanto, os valores de naftaleno foram de 
grande relevância ambiental, por serem mais realistas que os dados encontrados em testes de 
toxicidade aguda. DeGraeve e colaboradores (1982) obseravaram toxicidade aguda do naftaleno 
em duas espécies de peixes, com valores de CL50 (concentração letal média) de 1,6 mg/L para 
Oncorhynchus mykisse e 7,9 mg/L para Pimephales promelas.                        
Apesar da heterogeneidade dos dados encontrados sobre naftaleno, este parece não ter 
afinidade específica para se ligar diretamente ao DNA. Estudos indicam apenas a possibilidade 
de que metabolitos sejam capazes de ligarem-se ao DNA (IARC, 2002), o que explicaria uma 
resposta tóxica, porém causada como efeito secundário resultante de produtos do metabolismo e 
não do composto em si. Apesar disto, em função do período experimental no presente trabalho 
(96 horas), é possível que o tempo de exposição não tenha sido suficiente para que os 




Brusick et al. (2008), realizaram uma revisão crítica de dezenas de trabalhos que 
abordavam o tema em questão, e a análise dos resultados encontrados sobre o naftaleno em 
genética toxicológica mostrou que 80% dos estudos não encontraram evidências de 
genotoxicidade. O exame destes dados sugere, em razão do peso das evidências, uma 
interpretação negativa quanto à genotoxicidade do naftaleno. Ainda conforme a análise desse 
pesquisador, estudos que não encontraram evidências de genotoxicidade do naftaleno foram, por 
exemplo, teste de mutação de ponto em bactérias e culturas celulares, teste de Ames, quebra 
cromossômica, testes de reparo de DNA e ensaios de transformação morfológica celular. Diante 
disso, as respostas do naftaleno, na maioria dos testes, indicam que este componente não é 
reativo com DNA e, portanto, não é propriamente genotóxico. 
Em relação à avaliação da genotoxicidade, pode ser visto na maioria das figuras (Figuras 
4, 8 e 10) que não há uma linearidade da resposta, o efeito concentração-resposta não foi 
consistentemente observado. Os dados sugerem uma curva em U, que é típico em casos de 
hormese e pode ser explicado quando este fenômeno estiver presente (CALABRESE, 2008).  
  Hormese é definida como o fenômeno de dose-resposta caracterizado por estimulação em 
baixas doses e inibição em altas doses. É altamente generalista, e tem sido frequentemente 
observada independentemente do agente químico ou físico, modelo biológico, biomarcador 
mensurado, classe química e variabilidade interindividual (CALABRESE, 2008). Calabrese e 
Baldwin (2003) sugerem que a hormese traga uma ―revolução dose-resposta‖, onde não ocorre 
resposta linear, mas com curva bifásica em forma de U. A resposta observada pode ser devida 
estimulação direta da hormese (como um fenômeno ativo) ou o resultado de um processo 
biológico compensatório que segue uma disrupção inicial da homeostase (CALABRESE; 
BALDWIN, 2002). Em suma, hormese é, basicamente, uma resposta ao estresse (CHAPMAN, 
2001). 
A disrupção da homeostase, ou o rompimento desse equilíbrio estabelece a natureza 
toxicológica da hormese (CALABRESE; BALDWIN, 2002). Tipicamente, seus efeitos 
aumentam de 30-60% sobre os níveis controle (CHAPMAN, 2001). A modesta resposta de 
compensação implica em uma contínua resposta da mensagem de regulação compensatória até 
que a condição homeostática seja restabelecida. A eficiência deste restabelecimento demanda 
alocação apropriada de recursos. Em termos biológicos, trata-se de uma estratégia do organismo 
para otimizar a alocação de recursos que asseguram a manutenção da homeostase 
(CALABRESE; BALDWIN, 2002). 
Pesquisas em toxicologia nem sempre veem efeitos da hormese, devido a esta ciência ser 




dinâmico da avaliação toxicológica requer a inclusão não só de uma gama maior de tratamentos 
como também uma série de avaliações temporais. Hormese é mais que simplesmente uma 
relação de dose-resposta ou dose-resposta-tempo, pode ser a manifestação de um processo 
reparativo que é adaptativo na natureza (CALABRESE, 2008). 
Segundo Chapman (2001), publicações bibliográficas que apresentem curvas de hormese 
ainda não são comumente publicadas devido à dificuldade de consenso sobre a interpretação dos 
dados, e trabalhos debatendo a importância e até relevância deste fenômeno não são comuns na 
literatura de ecologia toxicológica. Existe ainda, sobre este assunto, falta de consenso e 
consistência de informações para uma completa compreensão. O que deve ser levado em 
consideração para evitar errôneas interpretações é que os efeitos benéficos ocasionados em 
resposta a substâncias tóxicas em baixas doses não é permanente, e não é em função do 
contaminante em si, mas sim do sistema intrínseco de proteção do organismo. Possivelmente, o 
mais correto é não afirmar que baixas doses em qualquer exposição possam causar efeito 
benéfico. Por exemplo, a estimulação causada por baixas doses de radiação, ocorre apenas como 
resultado de uma compensação reparativa (CALABRESE; BALDWIN, 2002), e não como um 
benefício conferido após exposição. É este tipo de resultado que pode, geralmente, levar a uma 
confusão no conceito.  
Outras evidências parecem suportar a ideia de que o naftaleno é rapidamente eliminado 
dos organismos e do ambiente experimental de exposição, assim, o dano resultante geralmente é 
reduzido em função da baixa permanência do organismo em contato com o contaminante. Eisele 
(1985) realizou um trabalho onde galinhas foram expostas via gavagem ao naftaleno por 31 dias, 
cessada a exposição e decorridas 48 horas após este evento, os animais já haviam eliminado 
entre 75-80% do composto, demonstrando uma baixa permanência deste agente no indivíduo. 
Varanasi et al. (1978) de forma similar observaram grande perda do contaminante pelo 
organismo em curto espaço de tempo. Tais pesquisadores expuseram truta-arco-irís 
(Oncorhynchus mykiss) ao naftaleno e verificaram que após 96 horas grande parte do composto 
havia sido eliminada, sendo o muco epidérmico sugerido como principal via de excreção. Do 
mesmo modo, Melancon e Lech (1978) relataram uma meia-vida do naftaleno e do metil-
naftaleno nos tecidos de truta-arco-íris como sendo menor que 24 horas, exceto em gorduras. 
Estes pesquisadores, usando dados de eliminação do 
14
C-naftaleno, puderam distinguir a 
eliminação após exposições agudas ou crônicas, sendo que, devido à metabolização do composto 
que ocorre geralmente em exposições crônicas, a perda dá-se mais lentamente.  
Devido às características de instabilidade relacionadas ao naftaleno o método 




Contudo, a exposição hídrica e em níveis reduzidos foi utilizada, principalmente, para 
representar condições ambientalmente realísticas nos sistemas aquáticos naturais. Esta questão 
também foi pertinente a Melancon e Lech (1978). Estes pesquisadores estudaram a acumulação e 
eliminação do 
14





metil-naftaleno. Após oito horas de contato a 0,005 ou 0,023 mg/L de 
14
C-naftaleno, os tecidos 
dos alevinos estudados continham de 20 a 100 vezes mais 
14
C que os níveis da água, enquanto 
gordura e bile continha um aumento excedente a centenas de vezes mais que a água, que se deve 
basicamente pela natureza lipofílica dos HPAs. Como observado pelos pesquisadores, o 
naftaleno foi rapidamente absorvido, logo após o início da exposição. Desta forma, este estudo 
dá embasamento ao método de exposição (via hídrica) utilizado e não deixa dúvidas que o 
naftaleno é biodisponibilizado aos organismos antes mesmo que sofra degradação. 
Caso análises químicas da água fossem realizadas em uma situação experimental como a 
descrita, seria possível que o índice de naftaleno fosse drasticamente reduzido no final do 
experimento. Não obstante, deve-se levar em consideração que os animais acabam por absorver 
o contaminante antes mesmo da sua total degradação, e desse modo, danos celulares ou 
genéticos podem ser ocasionados, bem como disrupção da homeostase, como resposta da 
exposição ao contaminante. 
 Além das evidências biológicas sobre eliminação do naftaleno, parece que a volatilização 
exerce importante papel na transformação deste composto. Isso pode ser explicado a partir de sua 
pequena massa molecular, avaliada em 128,18 g/mol (GERVAIS et al., 2010).  A pressão de 
vapor, ou seja, o quão facilmente o naftaleno é perdido, depende diretamente do seu peso 
molecular. Desta forma, por ter baixo peso molecular, o naftaleno pode ser facilmente 
volatilizado a partir da água dos sistemas naturais, como indica as meia-vidas da volatização de 
0,4 a 3,2 horas (SOUTHWORTH, 1979). Além disso, a movimentação da água acelera o 
processo de perda, principalmente devido à elevada a taxa de conversão a CO2 apontada como 
4,7 g/L/dia (CETESB, 2010). 
 A alta capacidade de volatilização do naftaleno pode ser uma explicação alternativa para 
os menores escores nos animais contaminados em relação aos demais grupos. Mesmo sabendo 
que o naftaleno é rapidamente absorvido, é possível que devido à alta taxa de conversão e perda 
do contaminante o período de contato dos peixes com este tenha sido insuficiente para provocar 
danos observáveis ao DNA pelos métodos utilizados no presente trabalho.  
Para possibilitar a exposição dos peixes ao contaminante, este precisou ser dissolvido em 
um solvente específico, no caso álcool etílico, em função da insolubilidade do naftaleno em 




químicas podendo levar a uma dificuldade na interpretação dos resultados. Em razão de alguns 
dados controversos, é difícil sabermos se um composto interfere na ação do outro, aumentando 
ou diminuindo sua atividade sobre os indivíduos, ou ainda facilitando sua eliminação. O ideal 
seria averiguar melhor cada um dos compostos isoladamente, bem como seu mecanismo de ação, 
para uma melhor interpretação dos efeitos de forma individualizada. 
Outra possível explicação dos resultados obtidos pode ser, conforme sugerido por Santos 
(2006), que o etanol aumente a taxa metabólica dos organismos. Assim, com o aumento da taxa 
metabólica, a eliminação do naftaleno seria facilitada, explicando escores menores do que no 
próprio controle com etanol (Figura 4 e 8) . Porém, nessa linha de raciocínio, este mecanismo 
funcionaria apenas quando o etanol estivesse associado a um outro reagente, tendo em vista que 
quando sozinho os danos podem ser mais elevados.  
Em relação ao controle negativo com etanol, os escores foram semelhantes ao do controle 
negativo puro (Figura 4 e 10), ou até mesmo maiores, como no caso de eritrócitos de G. 
brasiliensis (Figura 8). Algumas informações sobre o comportamento do etanol quando presente 
em um ambiente experimental pode explicar os resultados aqui observados. O etanol contribui, 
principalmente, para a geração de radicais livres, o que faz com que ocorra um aumento na 
peroxidação lipídica, e isso, por sua vez, poderia contribuir no aumento de danos ao DNA 
(FELTES et al., 2008). Ainda, existe a hipótese de que o etanol contribua com o aumento da 
hemólise de eritrócitos, expondo os nucleoides e acarretando maior dano ao DNA. No fígado, 
todos os grupos apresentaram uma faixa de dano semelhante. Cerca de 90% do etanol é 
processado no fígado, e neste torna-se efetivamente tóxico, porém não se pode afirmar com 
certeza que 96 horas, tempo do experimento, foi suficiente para completa metabolização e 
visualização dos danos por meio de compostos secundários.  
O dano alto no controle com etanol, principalmente em eritrócitos de G. brasiliensis pode 
ser explicado, ainda por Santos et al. (2006), como decorrente de um aumento na taxa de amônia 
provocado pelo etanol. Assim, os danos observados podem ser devido a efeitos secundários. O 
etanol aumenta a taxa de excreção de amônia, esta, presente na água em maiores quantidades, 
acaba por provocar maiores quebras no DNA de células expostas. O mesmo estudo aponta que o 
naftaleno possui efeito contrário, ou seja, diminui a excreção da amônia, o que corroboraria os 
escores menores que no respectivo controle negativo. 
A diminuição dos danos observada em diversos dos grupos contaminados em relação aos 
controles pode ser devido ao tipo de organismos utilizados no estudo. Peixes rapidamente 
capturam contaminantes orgânicos lipofílicos, como o naftaleno, do ambiente e possuem uma 




2006). Tais efeitos podem incluir a eliminação antes mesmo da metabolização, que parece ser 
responsável por ocasionar maiores danos. Além disso, o tempo de exposição também parece ser 
altamente informativo no experimento, para análise de danos decorrente de metabolitos, 
acreditamos que um maior tempo de exposição deve ser aplicado. Isto foi demonstrado por 
Ramsdorf (2011) para as espécies de peixes Rhamdia quelen e Astyanax sp, onde a concentração 
de 3,0 mg/L apresentou mais danos ao DNA no teste do micronúcleo písceo e no ensaio cometa 
dos eritrócitos após 28 dias de contaminação. 
A bile representa a principal rota de excreção para metabolitos biotransformados de 
HPAs. Assim, a concentração biliar desses compostos e seus metabólitos podem ser usados 
como um marcador na avaliação de exposição seja continua ou recente, em amostras oriundas de 
peixes. O fígado nos peixes é o principal local para biotransformação de HPAs, e os produtos 
metabólicos são subsequentemente estocados na vesícula biliar (BEYER et al., 2010). Krahn et 
al. (1986) sugerem o uso de metabolitos presentes na bile a fim de determinar a exposição de 
peixes aos HPAs. No presente trabalho a presença de compostos com dois aneis aromáticos foi 
investigada na bile. A partir dos resultados pode-se observar que no lambari houve a acumulação 
de HPA na bile (Figura 6), havendo diferença em quase todas as concentrações testadas, exceto 
na menor delas (0,005 mg/L) na comparação com grupos controle. Melancon e Lech (1978) 
relataram após exposição hídrica aguda ao naftaleno, que a bile dos peixes continha centenas de 
vezes mais naftaleno e metabolitos que a água. Entretanto, no acará não foi verificada diferença 
em relação ao controle em nenhuma das concentrações testadas (Figura 11). Foi demonstrado 
por Roubal, Collier e Malins (1977) em estudo com naftaleno que a maior porcentagem dos 
compostos acumulados na vesícula biliar são metabolitos. É possível que devido ao curto 
período de exposição, o tempo de metabolização tenha sido insuficiente para que quantidades 
representativas de metabolitos fossem encontradas na bile de G. brasiliensis, sugerindo diferença 
entre a sensibilidade ou capacidade de eliminação e metabolização desta espécie em comparação 
com os A. altiparanae. Por observação comportamental entre as duas espécies, uma da família 
Characidae (A. altiparanae) e outra da família Cichlidae (G. brasiliensis), esta última possui 
menor natação e deslocamento no aquário, próprio aos ciclídeos, ao contrário dos lambaris que 
são mais ágeis, o que pode nos sugerir que nestes a metabolização foi mais rápida acumulando 
assim maior concentração de poluente no fígado no curto espaço de tempo de contaminação. 
O aumento na atividade hepática da GST em peixes após exposição a contaminantes é 
comum e já foi relatado em vários estudos, como, por exemplo, exposição a fração solúvel do 




Rondup® (MODESTO; MARTINEZ, 2010) e exposição a sedimento coletado em locais 
poluídos (ALMEIDA; MELETTI; MARTINEZ, 2005).  
O aumento da atividade da GST tem sido associado com uma adaptação defensiva do 
organismo contra uma variedade de compostos orgânicos presentes no ambiente (VAN DER 
OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). A GST está envolvida na desintoxicação de 
xenobióticos e excreção desses e de seus metabólitos (MONTEIRO et al., 2006). Pode ser 
induzida por pró-oxidantes e/ou compostos eletrofílicos através de uma resposta antioxidante 
(FERRARI; VENTURINO; D’ANGELO, 2007).  
Os resultados, em ambas as espécies, mostram aumento da atividade da GST em 
organismos expostos ao naftaleno. Isso é mais um indício de que os indivíduos estão 
metabolizando e buscando deixar o composto mais hidrofílico possível a fim de ser eliminado. 
Além disso, a atividade pronunciada da enzima não deixa dúvidas de que o contaminante foi 
biodisponibilizado aos peixes. Se comparada a atividade da GST no fígado com os escores 
obtidos no ensaio cometa deste tecido, pode-se verificar que existe um padrão de diferença na 
atividade de GST em relação ao controle, tendo, na maioria dos casos, ocorrido aumento da 
atividade. Porém, tal diferença não é observada nos dados de genotoxicidade no fígado em 
relação a seus controles (Figuras 5 e 9). Desse modo, é possível sugerir a ação protetora 
antioxidante da enzima hepática como a responsável pelo menor dano no material genético de 
células do fígado, especificamente. 
Quando apenas o grupo com etanol misturado a água é levado em consideração, pode-se 
verificar aumento da atividade da GST. Assim, o etanol também parece ser o provável 
responsável pela ativação das enzimas de detoxificação. O etanol em contato com os peixes se 
torna também um composto estranho e suas propriedades químicas propiciam sua entrada nas 
células, justificando a elevação da atividade tal qual foi observada. No caso do lambari apenas a 
maior concentração de naftaleno foi diferente do controle com etanol. Isso demonstra que se a 
concentração do contaminante for muito baixa, outros fatores podem interferir na análise, e não é 
possível saber com certeza qual dos compostos em associação que eleva a atividade de GST. Os 
biomarcadores bioquímicos tem resposta rápida e são os primeiros a sofrer alteração 
(RAMSDORF, 2011), além de serem biomarcadores generalistas, potencialmente sensível a 










Frente às condições experimentais utilizadas no presente trabalho, tanto A. altiparanae 
como G. brasiliensis apresentaram semelhança quanto à suscetibilidade à exposição ao 
naftaleno. Através da análise pelo teste cometa verificou-se que o naftaleno, nas condições 
testadas, não é genotóxico. Porém a toxicidade deve ser considerada devido à indução da 
atividade da enzima glutationa s-transferase. A atividade desta pode ter sido a responsável pelo 
menor dano ao tecido hepático em comparação aos demais tecidos analisados. A toxicidade 
também se fez notar pelo comportamento desorientado dos peixes nos aquários principalmente 
nas concentrações a partir de 0,3 mg/L. 
Baixas concentrações de naftaleno presentes na água podem estimular benefícios 
aparentes, como menos danos ao DNA, sendo esta uma resposta compensatória a um 
desequilíbrio da homeostase. O naftaleno é absorvido por peixes quando presente e este, bem 
como seus metabolitos, podem acumular-se na bile dos peixes expostos. Foi verificada maior 
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Alterações Morfológicas Nucleares em Peixes 
 
 
Célula normal (a), blebbed (c, d), micronúcleo (e, g, j), vacuolated (h, k), notched (b, f, i) e lobed (l).  




























Ensaio cometa em eritrócitos de peixe 
 
Classificação visual das classes de dano de acordo com o atamanho e intensidade da cauda do cometa: (0) sem dano; 
(1) pouco dano; (2) dano moderado; (3) dano elevado; (4) dano máximo. Aumento de 400x em microscopia de 
epifluorescencia. 
FONTE: Gabrieli Limberger Galvan, 2011 
